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粉 纹 夜 蛾 类 CrylAc 受 体 氨 肽 酶 N 
cDNA 片段 的 克隆 与 分 析 


蒋 才 军 , 刘 凯 于 , 彭 ， 蔬 , 彭 建新 , 洪 华 珠 ” 
(华中 师范 大 学 昆虫 学 研究 所 ,武汉 430079) 


摘要 : 设计 简 并 引物 ,采用 RT-PCR 方法 对 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni( Hiibner) 细 胞 系 BTI-TN-5B1-4 的 氨 肽 酶 NC aminopeptidase N， 
APN) 基 因 cDNA 片段 进行 了 克隆 和 序列 分 析 , 通过 两 对 引物 扩 增 出 了 两 种 氨 肽 酶 N 基因 的 cDNA 片段 , 大 小 分 别 为 188 bp 和 
564 bp， 分 别 命名 为 AS188( GenBank 登录 号 : CD809324) 和 AS564(GenBank 登录 号 : CD809326)。 对 这 两 个 片段 推导 的 氨基 酸 序 
列 进行 同 源 性 分 析 ， 结 果 表 明 两 者 与 已 报道 的 鳞 翅 目 昆虫 中 肠 的 CryIAc 毒素 受 体毛 肽 酶 N 有 较 高 的 同 源 性 。 
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Cloning and analysis of two Cry1Ac receptor-like aminopeptidase N cDNA 








fragments from Trichoplusia ni (Hiibner) cultured cell 

JIANG Cai-Fu;, LIU Kai-Yu;, PENG Rong, PENG Jian-Xin, HONG Hua-Zhu ( Institute of Entomology, Central China 
Normal University, Wuhan 430079, China) 

Abstract: Some aminopeptidase N CAPNs) serve as Bacillus thuringiensis (Bt) CrylAc toxin receptor in the midguts of 
several lepidopteran insects. Two fragments of two different APN genes in BTI-TN-5B1-4 (a cloned cell line from 
Trichoplusia ni ovary) were amplified with two pairs of degenerate primers by RT-PCR, and the lengths of them were 188 
bp and 564 bp, and named AS188 (GenBank Accession: CD809324 ) and AS564 (GenBank Accession: CD809326 ) 
respectively. Deduced protein sequences were highly similar to 也 at of several receptor APNs in insects, with sequence 
identities of 45% — 47% for the shotter one and 61 % - 63% for the other. 
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随 独 转 Bt 基因 植物 以 及 Bt 生物 农药 的 推广 ， 
许多 有 害 昆 虫 对 Bt 类 制剂 产生 了 不 同 程度 的 抗 性 


细胞 系 BTLTN-SB1-4 为 材料 , 以 揭示 昆虫 细胞 对 Bt 
CrylAc 毒素 的 抗 性 机 制 。Bt CrylAc 毒素 配 体 结合 


《 梁 革 梅 等 ,2000)。 研 究 表明 , 昆虫 抗 性 的 产生 主要 
与 毒素 受 体位 点 密度 或 结构 的 改变 等 有 关 ( 谭 声 江 
等 ,2002)。Bt CrylAc 毒素 在 许多 鲜 怒 目 昆 忠 中 肠 
中 的 主要 受 体 是 氨 肽 酶 NCaminopeptidase N, APN) 和 
铺 粘 蛋白 。 

粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni (Hiibner) 是 一 种 危害 消 
重 的 农作物 和 人 花 开 害虫 ,有 研究 报道 该 虫 的 中 肠 刷 
状 缘 膜 宫 (BBMV) 上 的 氨 肽 酶 N 是 Bt CrylAc 毒素 的 
主要 受 体 (Lorence et al.,1997), 该 忠 能 对 Bt Cry1A 
类 毒素 产生 高 水 平 的 抗 性 (Estada and Ferre, 1994)。 
由 于 离 体 培养 细胞 比 虫 体 易于 开展 分 子 生物 学 研 
究 , 我 们 以 筛选 的 抗 性 指数 为 1 280 倍 的 粉 纹 夜 蛾 
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免疫 印迹 实验 结果 表明 ,在 BTI-TN-5B1-4 细胞 中 存 
在 158.5 和 118.8 kD 两 种 毒素 受 体 和 蛋白, 它们 与 已 
报道 的 CrylAe 毒素 受 体 氯 肽 酶 N 的 分 子 量 十 分 相 
近 ( 刘 凯 于 等 ,2003), 在 这 种 细胞 中 也 检测 到 了 和 毛 肽 
酶 的 活性 ( 张 黎 霞 等 ,2002), 因此 推测 氨 肽 酶 N 极 有 
可 能 分 布 于 该 细胞 ,并且 是 该 细胞 中 CrylAc 毒素 的 
主要 受 体 之 一 。 我 们 利用 RT-PCR 方法 , 扩 增 了 对 
CrylAc 毒素 非常 敏感 的 BTI-TN-5B1-4 细胞 中 的 两 
个 类 CrylAc 毒素 受 体 所 肽 酶 N 基因 的 cDNA 片段 ， 
并 进行 了 序列 分 析 , 为 深入 研究 氨 肘 酶 N 的 变化 与 
粉 纹 夜 蛾 BTI-TN-5B1-4 细胞 对 Bt CrylAc 毒素 的 抗 
性 的 关系 及 害虫 治理 提供 基础 。 
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1 材料 和 方法 


1.1 供 试 细胞 

粉 纹 夜 娥 细胞 系 BTI-TN-5B1-4 由 美国 康 奈 尔 大 
学 Granados 教授 馈赠 , 它 对 活性 Bt CrylAc 毒素 很 敏 
感 ,用 添加 了 $ 和 的 胎 牛 血清 的 TNM-FH 培养 基 在 
28% 恒 温 下 培养 。 
1.2 主要 试剂 

总 RNA 纯化 试剂 盒 CTotal RNA Purification Kit)， 
DNA 胶 回 收 试剂 盒 CDNA Gel Extraction Kit) 为 维特 
洁 生化 公司 产品 ; Taq 酶 为 Biostar 公司 产品 ;M-MLV 
反 转 了 录 酶 ， dNTP,pGEM-T 载 体 为 Promega 公司 产品 。 
| We Pa 
1.3.1 总 RNA 提取: 按照 总 RNA 纯化 试剂 盒 说 明 
1.3.2 单 链 cDNA 合成 : 参照 Sambrook 等 (1996) 的 
方法 进行 。 
1.3.3 引物 序列 : 根据 Bt CrylAc 毒素 受 体毛 肽 版 
N 高 度 保守 区 氨基 酸 的 序列 设计 简 并 引物 对 | 和 引 
物 对 || 。 

引物 对 | : 

Pl: 5'-GGNGCNATGGARAAYTGGGG-3'; 

P2: 5'-GCRAANCCYTCRTINARCCA-3'。 

引物 对 || : 

p3: 5'-TTYCCNTGYTAYGAYGCARCC-3'; 

Pp4: S -CCAAACCACWKGTGWGCCAG-3。 
1.3.4 PCR 扩 增 cDNA 片段 : PCR 扩 增 总 体积 为 75 


HL 反应 缓冲 液 : 10 mmol/L Tris-HCL (pH 8.8),50 


M 1 2 


bp 


600 - 
400 — 


200 - 
188 bp 





图 1 粉丝 夜 蛾 氨 肽 桌 N 
基因 188 bp cDNA 片段 的 PCR 扩 增 
Fig. 1 Amplitication of 188 bp fragment 
of APN gene cDNA in BTI-TN-SB1-4 
M: 标准 分 子 量 Molemular weight marker; 1;2: 利用 引物 对 
I 的 PCR 扩 增 产物 Produets of PCR amplification with 
primers Pl and P2. 


mmol/L KCl;1.5 mmolfL MgCL, dNTPs 终 浓 度 为 0.15 
mmolfL; 含 模板 2 ng, Taq 酶 2 U,2 fmolL 上 游 引 物 
和 下 游 引 物 。 

引物 对 | 的 扩 增 条 件 : 94% 预 变性 3.5 min， 
94%C 35 s, 59%C 35 s5 72% 30 s; 人 循环 30 次 ,然后 72 
多 延伸 10 min。 引 物 对 || 的 反应 条 件 除 退火 温度 为 
5S6% 外 其 他 条 件 与 引物 对 | 的 扩 增 条 件 一 致 。 
1.3.5 ”PCR 产物 克隆 与 测序 : PCR 产物 纯化 按照 
DNA 胶 回 收 试剂 盒 说 明 进 行 , 纯化 后 的 片段 克隆 于 
pGEM-T 载体 上 ， 由 博 亚 生物 公司 测序 。 
1.3.6 序列 分 析 : 用 ExPASy 进行 翻译 ， 用 Blast 软 
件 作 同 源 性 比较 分 析 。 


2 ”结果 与 分 析 


2.1 BTI-TN-5B1-4 细胞 氨 肽 酶 N cDNA 片段 序列 
及 推导 的 氨基 酸 序 列 

用 引物 对 | 进行 RT-PCR, 扩 增 出 了 与 预期 大 小 
相符 的 188 pp 的 cDNA 片段 (图 1) ,大 小 不 相符 的 
另 一 片段 为 非特 异 扩 增 。 将 得 到 的 鞭 片 段 克 隆 到 
pGEM-T 中 ,随机 挑选 8 个 阳性 克隆 子 进 行 测序 , 得 
到 了 2 种 不 同 的 核 背 酸 序列 , 两 者 的 长 度 都 为 188 
bp; 推导 出 的 氨基 酸 残 基数 均 为 62 个 (图 3)。 在 此 
基础 上 , 再 根据 CryIAc 毒素 受 体 氨 肽 酶 N 基因 编码 
区 的 另 两 个 高 度 保守 区 设计 了 另 一 对 简 并 引物 ( 引 
物 对 || ), 其 下 游 引 物 是 根据 测 知 序 列 设计 的 特异 引 
物 , 上 游 引 物 为 简 并 引物 。 用 引物 对 || 进行 RT- 
PCR, 得 到 了 与 预期 大 小 相符 的 510 bp 的 cDNA 片段 


M 1 2 


bp 


510 bp 





图 2 粉 纹 夜 峨 氨 肽 峰 N 
基因 510 bp cDNA 片段 的 PCR 扩 增 
Fig. 2 Amplitication of 3510 bp fragment of 
APN gene cDNA in BTI-TN-SB1-4 
M: 标准 分 子 量 Malecular weight marker; 1; 2: 利用 引物 
对 和 的 PCR 扩 增 产物 Produets qf PCR amplificarion with 
primers P3 and P4. 
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《图 2), 克隆 后 同样 随机 挑选 了 8 个 阳性 元 隆 进行 
测序 ,所 测 8 个 克隆 子 序列 相同 ,根据 这 一 序列 推导 
出 了 169 个 氨基 酸 残 基 序 列 ( 图 4)。 将 188 bp cDNA 
序列 和 510 bp cDNA 序列 进行 分 析 发 现 所 得 的 
510bp cDNA 序列 与 一 种 188 bp cDNA 序列 来 自 同一 
种 氨 肽 酶 N 基因 ,将 二 者 进行 拼接 ,得 到 了 一 个 564 
bp 的 序列 , 根据 此 序列 推导 出 的 氯 基 酸 残 基数 为 
187 个 (图 4) 。 本 实验 通过 以 上 两 次 RT-PCR 反应 ， 
获得 了 一 个 188 bp 的 氮 肽 酶 N cDNA 片段 序列 
《AS188, GenBank 登录 号 : CD809324) 和 一 个 564 bp 
的 氨 肽 酶 N cDNA 片段 序列 CAS564，GenBank 登录 


号 : CD809326) ,分 别 推导 出 了 一 个 62 个 和 一 个 187 
个 氨基 酸 的 序列 。 
2.2 同 源 性 比较 

将 推导 的 两 个 氨基 酸 序列 与 已 报道 的 $ 种 鲜 却 
目 昆 虫 中 肠 上 Bt CrylAc 毒素 受 体毛 肽 酶 N 进行 同 
源 性 分 析 , 结 果 如 图 5、 图 6 所 示 , 两 个 推导 的 氨基 
酸 序 列 与 它们 同 源 性 都 较 高 , 如 表 1 所 示 。 因 此 本 
实验 所 得 到 的 188 和 564 bp 核 昔 酸 序列 很 可 能 为 编 
码 粉 纹 夜 蛾 细胞 系 TN-5B1-4 中 Bt CrylAc 毒素 受 体 
APN 的 部 分 氨基 酸 序列 。 


1 ggtgcgatggagaattggggtctgattacatacagggagacttcattccttgttgatgag 60 


P， 
G A ME NW 6 LL Il 


T Y RE TS F LY DE 


61 gctaaagcatcagccatgaacaagatcaatgttgcgaataccatcactcatgagctggca 120 


ARKASANMNMNK 1 


NVYANT Il 


TH E LA 


121 cacatgtggtttggtaatttggttactatgaagtEgg+tggEatEgaagtctggctaaacgag 180 


P。 


H MW FF GN LY T MK YW WD EY WL NE 


181 ggcttogc 
G F 


188 


图 3 BTI-TN-5B1-4 细胞 的 一 种 氨 肽 酶 N 基因 cDNA 片段 AS188 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 3 The APN cDNA fragment AS188 and deduced amino acid sequence cloned from the BTI-TN-SB1-4 cell 
加 下 划 线 的 为 引物 序列 The underlined sequence represents primers. 


1 tttcccgtpttacgategagcctgcaatcaaagccactttcgatattactctggaggtgcca 61 





Ps 
FE PE 


K A T F D | 


-EE-V 


62 ctggatocgtgtagccctatctaatatgcctgttaaggaggagaaaacaaateggcggaaag 121 
LD RV AL SNM PY KE E Kk TT NG 6G Kk 
122 aaaatagtacattatgatacaactcctataatgtctacatatcttetegecatttgtagtt 181 


K 1 YY HY D T TP 


M ST YY LY A FY YY 


182 ggagaatatgactttegteggagaaaaagtctcgtgatgetgtattagtaagagtttacact 241 
a E Y D FV E Kk Kk Ss RO GYVYL YY RV YT 
242 ccagtgpggtaaaapgtaaacagggaatgtttgctttagaagtggcagctcgagtgcttecce 301 
PY 6G K Ss Kk asG MF A LL EV A A RY L P 
302 tattacaaggaatattttgatatagcttatcccctgccaaagattgatttgatagcaata 36t 


Y Y K E Y F D | 


AY PL PK tt DL | A li 


362 gctgatttctctgcteegtgcocatggapgaactggggccttgtcacttatagagagacttgc 421 





P， 


A D FS AG AMENWY GL YT Y RE TIC 
422 ctgctagtagatgaagaacacacatcagctpgtgaggaggcagtggatagctctgegtggtt 481 


LLYD EE HT SAYV RR AW I 


A LY YY 


482 ggtcatgaactggctcaccagtggtttggaaaccttgtcactatggagtggtegactcat 541 


Pa 


G HE LL AHAQOWF GNELYV T EW WW TiH 


542 ctttggttcaatgaaggtttcgc 
P: 
L WF NE G F 


564 


图 4 BTLTN-5BI-4 细胞 的 一 种 氨 肽 酶 N 基因 cDNA 片段 AS564 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 4 The APN cDNA fragment AS564 and deduced amino acid sequence cloned from the BII-TN-SBI-4 cell 
加 下 划 线 的 为 引物 序列 The underlined sequence represents primers. 
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AS188 

Tleliothis virescens 
Bombyx mori 
Telicoverpa armigerd 


Iymaniria dispar 


GAMENWGL ITYRETSFLYDEAKASAMNKINVANTITHELAHMWFGNLVTMKWWDEVWLNEGF 
GAMENWGLLTYREAL LYDPLNSNHHYRARVANIVSHE | AHMWF GNLVYT CAWWDNLWLNEGF 
GAMENWGLLTYREAL ILYDPLNSNHFYKQRVYAN TVAHE | AHMWF GNLVYT CAWWDNLWLNEGF 
GAMENWGLLTYREALILFDPVNTNNFYRQR | ANT LSHE | AHMWF GNLYT CAWWODNLWLNEGF 
GAMENWGLLTYREALMLYDPLNSNHF YRQRVAN | | SHE { THMWF GNLYTCAWWDNLWLNEGF 


Manduca sexta 


GAMENWGLLTYREAYLLYDEQHTNSYFKG1IAY1ILSHEIAHMWFGNLVTNAWWDVLWLNEGF 
闵 冰冰 来 六 六 半 闵 :水 水 水 水 ; :炒米 ::. ， “来 ， :来 水 :于 求 玫 玫 站 灶 村 机 下。 本 本 本 一 本 环 本 末 本 水 


图 5 根据 AS188 推导 的 氨基 酸 序列 与 5 种 昆虫 的 Bt CryIAc 毒素 受 体 氨 肽 酶 N 的 同 源 性 比较 
Fig. 3 Homologous analysis of deduced amino acid sequence from AS188 and corresponding sequences 


of APNs served as Bt Cryl Ac toxin receptors from five moth species 


“x "代表 与 推导 的 氨 肽 酶 N 一 致 的 氨基 酸 ,“. ”和 和 “: "代表 与 粉 纹 夜 娥 氨 肽 酶 N 相似 的 氨基 酸 。 下 同 。 


“< “indicate amino acid identical to that from BTI-TN-5BI-4,” .and :” 


indicate amino acid positive to that from BTI- 


TN-3B1-4. The same below. 


AS564 

Heliothis virescens 
Bombyx mori 
Helicoverpa armigera 
Lymantria dispar 


Manduca sexta 


AS564 

Helinthis virescens 
Bombyx mori 
Helicoverpa oarmigera 
Lymantria dispar 


Manduca sexta 


AS564 

Teliothis virescens 
Bombyx mori 
Hieticoverpa armigera 
Lymantria dispar 


Mandnuca sexta 


FPCYDEPAIKATFDETLEVPLDR-VYALSNMPVKEEKTNG-GKKIVHYDTTPIMSTYLYAFVVGEYDFVEKKSR 
FPCYDEPGFKATFDIETMNREADFSPTISNMPIRATTTLTNGRISETFFTTPLTSTYLLAF1IVSHYQVISNNNN 
FPCYDEPGFKATFD I TMNREESFSPT | SNMP| RTTNTLANGRVYSETFWTTPYTSTYLLAF | YSHY TYVYSTNNN 
FPCYDEPGFKATFDITINREADFSPTLSNMPIRTTTNLATGRVAETFHTTPEJSTYLIAF 1VSHYSQVASNNN 
FPCYDEPGFKAEFDITIIREAGFSPTISNMAIRSTSILTGGRISETFYTTPVTSTYLLAF | YSHYATYASNES 
FPCYDEPGFKAKFDYT IRRPYGYSSWFCTRQAKGSGPSTVYAGYEEDEYHTTPTMSTYLELAL | YSEYTSLPATNA 
六 闵 素来 闵 素 闵 ，: 水 米 六 米 ' 米 ， * :六 素 六 。 水 闵 永 水 :水 ' :水 . .六 : 
D-GYLYRYYTPYGKSKQG— MEALEVAARVLPYYKEYFD IAYP— LPKIDL——I1AIA-— DFSAGAMENWGLVTYR 
A-ARPFRIYARNNVGSQG--DWSLEMGEKLLLAMENYTA1TPYYTMAQNLDMKGAA | PDF SAGAMENWGLLTYR 
A-LRPFD {YARNNYGRTG——DWSLE | GEKLLEAMEAYTQ IPYYTMAEN I NMKGAA | PDF SAGAMENWGLLTYR 
L-QRPFH 1YARDNYGYHG—NFALE | GYPLLEVMERYTE | PYYDMAQNMNMKGAA | PDFSAGAMENWGLLTYR 
VYV~ERPFY | YARDNAGTTG——EFALD | GERELL i AMEDE TGYPYYSVAYNM | MGQAA | PDF SAGAMENWGLLTYR 
AGE LLHEYV IARPGA INNGQAVYAQRYGQALLAEMSDHTGFDFYAGDPNLKMTQAA | PDF GAGAMENWGLLTYR 
2 六 3 > :站 冰 玉米、 六 六 六 六 六 亲 六 六 六 ; 六 六 六 
ETCLLVDEEHTSAVRROWIALYVGHELAHQWFGNLVTMEWWTHLWFNEGF 
EALELYDPLNSNHHYRQORVANEVSHEHEAHMWFGNLVTCAWWDNLWLNESGF 
EAL tLYDPLNSNHF YKQRVAN | YAHE | AHMWF GNLYTCAWNDNLWLNEGF 
EAL ILFDPVYNTNNFYROAR | ANT | SHE AHMWF GNLYT CAWNDNLWLNEGF 
EALMLYDPLNSNHFYRQRVAN TI I SHE I THMWFGNLY TGCAWNDNLWLNEGPF 
EAYLLYDEQHTNSYFKQI 1 AY ILSHE IAHMWF GNLYTNAWNDYLWLNEGF 
米 : :六 六 :;:， :可 : 事 :来 末 : :水 水 水 水 水 水 炒 。 玉 冰 六 米 ; 闵 玉 六 米 








图 6 根据 AS564 推导 的 氨基 酸 序 列 与 5 种 昆虫 的 Bt CryIAc 毒素 受 体 氨 肽 酶 N 的 同 源 性 比较 
Fig. 6 Homologous analysis of deduced amino acid sequence from ASS64 and corresponding sequences 


of APNs served as Bt Cryl Ac toxin receptors from five moth species 


表 1 克隆 的 氨 肽 酶 N 的 cDNA 片段 推导 的 氨基 酸 序 列 与 
5 种 昆虫 中 肠 的 CrylAc 毒素 受 体 同 源 性 及 相似 性 比较 


Table 1 Homologous analysis of deduced amino acid sequences 


from cloned APN cDNA fragments in BTITN-$B1-4 and 
the APNs served as CrylAc toxin receptors in 
the midguts of five moth species 


同一 性 Identities( 名) 


烟 芽 夜 峨 。” 家 看 棉铃 虫 ” 舞 毒 娥 ”烟草 天 蛾 
Heliothis Bombyx Helicoverpa Lymaniria Manduca 
Vrescens mori rmgera dispar Sexta 
AST88 61 63 61 61 6l 
ASS64 47 45 48 46 4 


3 讨论 


目前 国外 已 从 烟 李 夜 蛾 Heliothis wirescens、 家 得 
Bombyx mori、 美洲 棉铃 虫 Helicoverpa zea、 葡 毒 蛾 
Lymantria dispar 和 烟草 天 蛾 Manduca sexta 等 多 种 昆 
下 中 克隆 出 了 Bt CrylAc 毒素 受 体 毛 肽 酶 N 基因 ， 
内 中 国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 和 中 国 科 学 院 动 
物 研究 所 也 有 关于 克隆 中 国 棉铃 忠和 氨 肽 酶 N 基因 
的 报道 ( Knight et al., 1995; Hua et al., 1998; Oltean 
et ol .,1999)。 但 是 尚未 见 粉 纹 夜 蛾 氨 肽 酶 N 基因 
或 其 基因 片段 克隆 的 报道 , 也 未 见 从 任何 昆虫 细胞 
系 中 元 隆 氨 肽 酶 N 基因 或 其 基因 片段 的 报道 , 此 研 
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究 结果 填补 了 这 方面 的 欠缺 。 

Bt CrylAc 毒素 对 昆虫 的 毒 力 与 毒素 受 体 氯 肽 
酶 N 相关 , 这 已 为 众多 研究 者 所 证 实 。Zhu 和 Wu 
《网 页 内 容 ? 还 分 别 报道 了 印度 谷 蝇 和 中 国 棉铃 虫 搞 
性 昆虫 的 类 毛 肽 酶 N 基因 与 敏感 昆虫 的 比较 有 错 
义 点 突变 发 生 , 该 突变 可 能 与 抗 性 产生 有 关 (Zhu et 
ol .，2000)。 从 印度 谷 蜡 克 隆 的 类 毛 肽 酶 N 基因 推 
导 的 氯 基 酸 序列 与 已 经 报道 的 小 菜 蛾 .烟草 天 蛾 和 
家 重 的 Bt CryAc 毒素 受 体毛 肽 酶 N 氯 基 酸 序列 同一 
性 为 51% ~ $2% ,而 我 们 克隆 的 AS188 和 AS564 两 
个 氛 肽 酶 N 的 cDNA 片段 推导 出 的 氨基 酸 序 列 与 5 
种 鳝 却 目 昆 虫 的 氨 肽 酶 N 的 同一 性 分 别 为 45% ~ 
48 久 和 61% ~ 63%, 相似 性 分 别 为 73 和 ~ 75$ 禾 和 
82% ~ 84%。 同 源 性 和 相似 性 分 析 结 果 表 明 , 我 们 
得 到 的 氨 肽 酶 N 基因 cDNA 片段 极 有 可 能 就 是 粉 纹 
夜 蛾 细胞 中 Bt CrylAc 毒素 受 体 类 毛 肽 酶 N 基因 的 
部 分 序列 。 在 这 一 实验 结果 的 基础 上 , 我 们 今后 将 
采用 RACE 方法 克隆 这 两 个 氮 肽 酶 N 基因 的 全 长 序 
列 , 比 较 敏 感 细胞 和 来 源 于 同一 克隆 细胞 系 的 抗 性 
细胞 这 两 个 氨 肽 酶 N 基因 的 差异 ,采用 反 义 RNA 技 
术 和 基因 定点 突变 法 研究 氯 肽 酶 N 位 点 密度 或 结 
构 的 改变 与 抗 性 的 相关 性 , 深入 探讨 粉 纹 夜 蛾 抗 Bt 
的 机 制 。 
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